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【研究目的】酵素は生体内で多くの化学反応を触媒するタンパク質であり、工業的に広く利用されてい
る。一般に酵素は温度や有機溶媒、pH 条件などが温和な限られた環境下でしか機能できない。これに
対し、酵素を担体に固定化することにより、安定化や回収・再利用が容易になる事が知られている。特
に、超好熱菌由来の酵素は熱安定性が高く、変性速度が遅い。そのため、一般の酵素と比較して変性環
境下でも安定に機能する(1)。例えば超好熱菌 Thermococcus kodakarensis 由来のアルギニン（Arg）脱炭
酸酵素（Tk-PdaD）は、α、βサブユニットからなるヘテロオリゴメリックな 6 量体を形成し、100℃で
も活性を示すことが分かっている(2)。Tk-PdaD の生成物であるアグマチン（Agm）は、栄養補助食品と
しても販売されている。Tk-PdaD は Agm の生産に利用できるため、固定化による機能の安定化や回収・
再利用の簡易化は大変有意義である。そこで本研究では二酸化炭素を固定しながら自己増殖し、多孔質
生物担体として用いられている海洋性珪藻 Thalassiosira pseudonana に注目した。本研究では超好熱菌由
来 Tk-PdaD を海洋性珪藻 T. pseudonana 表面に固定化することにより、効率的な Agm 合成を実現する固
定化珪藻菌体の作出を目指す。 
【実験方法】まず珪藻のシリカ被殻表層に Tk-PdaD を発現・固定化する株を取得し、その中から Arg を
基質とした Agm の合成活性を HPLC にて検出し、比較した。最も活性の高かった No.21 株を用いて反
応の至適温度、至適 pH の検討を行い、さらに各株における反応速度、基質親和性を算出した。また
Tk-PdaD 固定化株のシリカ被殻表面の構造を電子顕微鏡（SEM）にて観察した。続いて、大腸菌で発現、
精製した組換え Tk-PdaD タンパク質と No.21 株を用いて、熱処理後の残存活性を測定し、固定化酵素と
遊離酵素の熱安定性を評価した。最後に、固定化酵素の再利用性、細胞回収率を検討した。 
【実験結果と考察】まず被殻表面に Tk-PdaD を固定化している株を 60℃で処理し、完全に死滅させた
のち、Arg 脱炭酸活性（Agm 合成活性）の測定を行った。その結果、No.4、No.8、No.21 の 3 株におい
て Agm 合成活性が確認され、特に No.21 は最も高い活性を示した。また Agm 合成反応の至適温度、至
適 pH はそれぞれ 100℃、pH5 であった。No.21 は他の株と比較して高い反応速度 4.4×10-2(nmol/min/mg)
が確認されたことから、No.21 で最も発現している酵素量が多いと考えられる。SEM 観察の結果、酵素
固定化による被殻構造の違いは見られなかった。つまり被殻形成は Tk-PdaD の発現に影響を受けないと
考えられた。また組換え Tk-PdaD と Tk-PdaD 固定化株 No.21 を用いて熱処理後の残存活性を測定したと
ころ、固定化の有無にかかわらず 80℃において活性の低下はほぼ見られなかったのに対し、100℃では
固定化酵素において活性の低下が見られた。これは酵素が被殻に固定化されたことにより、本来の構造
を保てなくなったことが原因と考えられる。固定化珪藻の再利用性を検討するため、一度反応に用いた
珪藻殻を回収し、洗浄後、再度 Agm 合成反応を行った。1 回目と同等の Agm 合成活性が確認された。
測定に用いた全量のシリカ被殻が回収されたことを示している。これらの結果より、珪藻固定化 Tk-PdaD
（No.21）は回収、再利用が容易で、効率的な Agm 生産に活用できると期待する。 
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